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第1章 序論
第1節 クルマエビ類の養殖と問題点
 今日、世界各国で行われているクルマエビ類の養殖技術の基礎は、20世紀半ばわ
が国の藤永元作らによって確立された。その後、クルマエビ類の生理・生態、飼育
施設の環境、輸送、人工飼料に関する研究が進められ、種苗生産技術の改良が進め
られると、1970年代には生産量が1000t、生産額にして10億円と安定した経営が見
込める産業に成長した。さらに、1980年代になると、発展途上国を中心に、エビ
類の養殖技術が世界に広がり、現在では世界各国で行われるようになっていった。
 FAOの統計によると、2005年度におけるクルマエビ類の養殖産業は、生産量は
267万トン、生産額にして106億USドルを超えた一大産業になっている。特に中国、
タイ、ベトナム、インドネシア、インド、バングラデッシュなどのアジア諸国と、
ブラジル、エクアドル、メキシコなどの中南米諸国における生産量が多い。養殖さ
れるクルマエビ類の種類はその地域ごとに異なっており、東南アジア諸国ではウシ
エビ（PenaeUS monodon）、中国や韓国ではコウライエビ（FennθroρenaeUS
chillθnsis）、中南米諸国ではホワイトレッグシュリンプ（Litoρenaθus vallnamet）
およびブルーシュリンプ（L． styhlrostu’s）などが養殖されてきた。最近の動向として
は、高密度、低い飼料コストで容易に飼育できる中南米原産のホワイトレッグシュ
リンプがタイや中国などの養殖場で盛んに養殖されるようになってきた。
 しかし、世界での養殖生産量の増大に伴って、これまでみられなかった多くの疾
病が発生するようになった。わが国では、1970年代から80年代にかけてクルマエ
ビの幼生期にバキュロウイルス中腸腺壊死症（baculoviral mid・gut gland
necrosis：BMN）が発生し、種苗生産過程の稚仔エビに大量死をもたらした。1980
年忌から90年代にはVibJ’io penaθeidaによるビブリオ病がすべての発育段階のエ
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ビに発生し、わが国のクルマエビ生産量をかなり減少させるほどの大きな被害をも
たらした。さらに、1993年には中国から輸入した中国産種苗の輸入によって新種
ウイルスによるホワイトスポット病が発生し、全国のエビ養殖業に大きな打撃を与
えた。
 一方、海外に目を向けてみると、1970年代にBaculov加s、oenaeiによるウイルス
感染症が、アメリカのブルーシュリンプなどの稚仔エビに発生した。80年代には東
南アジア諸国の若令期のウシエビにPenaeus monodon・type baculoVirus感染症が、
また南北アメリカ大陸のブルーシュリンプ、ホワイトレッグシュリンプや、タイ、
シンガポール、マレーシアなどのウシエビに伝染性皮下造血器壊死症（infectious
hypodermal and hematopoietic necrosis：IHHN）が発生した。90年代には東南
アジア諸国のウシエビにyellow head disease（YHD）が、また南北アメリカ大陸のホ
ワイトレッグシュリンプ、ブルーシュリンプにtaura syndrome（TS）が発生するな
ど、エビ養殖漁業の発展にともなって、次々と新しいウイルスによる疾病が発生し、
大きな被害を与えている。特に、1992年忌台湾で発生したホワイトスポット病
（white spot disease：WSD）は、翌年に中国、日本、韓国、タイなどの近隣諸国
へと伝播し、クルマエビ類を養殖しているほとんどの国に甚大な経済的被害をもた
らした。現在でも、これらの疾病に対する有効な手法は確立されていないため、早
急なる防疫対策の確立が求められている。
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日本で報告されているウイルス感染症
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第2節 クルマエビ類の生体防御機構
クルマエビ類の生体防御機構
 無脊椎動物であるクルマエビ類は、抗体産生能やリンパ球を欠如しているため、
脊椎動物のような抗原特異的な獲得免疫はないものと考えられている。しかし、細
胞性生体防御因子、液性生体防御因子などの生体防御機構によって、外来性の異物
を排除することができる。
細胞性生態防御
血球による貧食作用
 甲殻類のの血球は、無顯粒細胞、小穎粒細胞、穎粒細胞から構成されている（Mix
et al．， 1980； B auchau， 1981； Smith et al．， 1983， Soderhall et al．， 1983； Martin et
al．， 1985； Tsing et al．， 1989； Hose et al．， 1989； Hose et al．， 1990； Hose et al．，
1992； Kon do et al．， 19921 Martin et al．， 1992； Lanz et al．， 1993a； Aono et al．，
1993 ）．
 血球の重要な生体防御機構は貧食作用である。貧食作用を血球は同じ十脚目であ
っても種類が異なると機能が異なることがしられており、エビ類、カニ類、ザリガ
ニ類では活性が異なるなど生物種によって細胞の機能も異なっている。クルマエビ
では活性に差はあるが、H、 SG、 G細胞はいずれも貧食活性が認められる（近藤ら、
1992b）。また、貧食細胞は血漿や血清のオプソニン効果が報告されている（近藤ら、
1992b）。血球の貧食活性を促進する外来性物質としては、菌類の細胞壁構成成分
である6－1，3一グルカンやグラム陰性菌の外膜表層のリボ多糖類（：LPS）が知られてい
る。一方、貧食活性を低下させる要因としては水温、飼育環境の悪化ならびに農薬
                  6
についての報告がある。アメリカンロブスターでは、22℃以上の水温で飼育すると、
血球の座食活性が急激に低下し（Steenbergen et al．，1978）、 CODが15．Omg／g、酸
化還元電位が一139mVという悪化した飼育環境条件でのクルマエビ血球の面食活
性は、清浄な環境下で飼育したエビの遊食指数の38．5％に低下する（高橋ら、1992）。
また、農薬については2ppb以上のmethyl p arathionによって飼育水が汚染され
た場合、ウシエビ血球の貧血活性を著しく低下させることが明らかにされている。
（Bodhipa：ksha et al．，1994）血球に貧食された異物は、細胞内で殺菌消化される
が、脊椎動物では活性酸素が食細胞に広く分布し、強い殺菌活性を持っていること
が知られている。最近、甲殻類においてもイソワタリガニ（Bell et al．，1993）とウシ
エビ（Song et al．，1994；Bodhipa：ksha et al．，1994）の血球に活性酸素の存在が明ら
かとなり甲殻類の血球における細胞内殺菌の機構が解明されつつある。
定着性細胞による甘食活性
 十脚目においてタンパク質やウイルスを除去する飲作用を示す定着細胞として
は鯛と触角腺に分布する足細胞（podcyte）があり、馬食作用を持った細胞としては、
心臓の筋繊維に付着している面食1生貯蔵細胞（phagocytic recerve cell）と肝膵臓の
細動脈に接した洞様血管内にみられる定着性貧食細胞がある（Johnson，1978；森，
1992）
 また、中腸腺の前方に位置するリンパ様器官は、哺乳類の樹状細胞に類似した細
胞を多く持ち、この細胞が炭素粒子やラテックスビーズを活発に減食することから
異物を捕らえるリンパ組織であるとされる（高橋ら、1995）。甲殻類の食細胞による
異物の処理は、付着、細胞質突起の伸展、取り込み、および消化の過程から成り立
っている。多くの無脊椎動物の場合、貧食作用を示す細胞は黙認細胞あるいはアメ
ーバ状細胞であり、クルマエビの場合、血球の活性に差はあるもののH、SGおよ
びGいずれの細胞にも忍泣活性が認められる。甲殻類の血球は、無論粒細胞、小
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穎粒細胞、穎粒細胞から構成されている（Mix et al．，1980；Bauchau，1981；Smith
et al．， 1983， Soderhall et al．， 1983； Martin et al．， 1985； Tsing et al．， 1989； Hose
et al．， 1989； Hose et al．， 1990； Hose et al．， 1992； Kondo et al．， 1992； Martin et al．，
1992； Lanz et al．， 1993a； Aono et al．， 1993 ）．
ノジュール形成
 ノジュール形成は無脊椎動物において特に細菌感染が発生したときに観察され
る細胞性反応である。大量に異物が体内に侵入し、血球の貧食によっても異物が除
去されない場合、細胞どうしが集合しノジュール（小節）という細胞塊を作る。異物
は、血球によって作られた層状構造のなかに取り込まれて隔離iされ、最終的にノジ
ュール中でメラニン化される（Ratvliffe et a1．，1985）。イソワタリガニに異物として
Baci■us・crereusなどの細菌を注射したところ、ノジュール形成が主に鯛で観察さ
れ、心臓や肝膵臓でも見られた（Smith et al．，1978；Smith et al．，1980a，b；White et
a1．，1982）。こうした反応は貧食細胞内で生存できる微生物が存在しても、それら
が体内に拡散して感染を高めることを阻止する効果を持つので、開放血管系である
無脊椎動物の感染防御に重要とされる。
包囲化
 自然界には単一の貧食細胞が貧食できない大型の寄生虫のような異物も無数に
存在し、それらが宿主内に侵入してくる。この場合、複数の血球が異物に反応して
生体内で封じ込める（Ratclif2fe et al．，1985）。この反応を包囲化という。包囲化の例
は、真菌の感染（Persson et al．，1987；Hose et al．，1989；Unestam et al．，1972 Hose
et al．，1984）や抗酸菌の感染（：Krol et al．，1989）にみられる。包囲化に重要な働きを
する物質として76kDaのタンパク質がザリガニの血球抽出液から精製され
（Johansson et a1．，1988）、その機能が詳細に検討された。その結果、このタンパク
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質はSG細胞による包囲化を促進する因子である（K：obayashi et a1．，1990；小林ら，
1992）だけでなく、SG細胞とG細胞の付着活性と脱駅前活性を促進する多機能タ
ンパク質であることが明らかになった。
体液性生体防御因子
 甲殻類の体液性生体防御因子については、proPO活性系、レクチン、抗菌タン
パク、．血液凝固系が存在する。
proPO活性系
 Prophenoloxdase（proPO）活性化系はフェノール酸化酵素前駆体カスケードと
も呼ばれ、昆虫類や甲殻類に広く分布する。proPO活性化系は、甲殻類の血球中
に存在し、リボ多糖類や6－1，3・グルカンによって特異的に活性化されるセリンプロ
テアーゼとproPOの両酵素系から構成されている酵素反応系であり、活性化され
たフェノールオキシダーゼ（PO）によってチロシンなどのフェノv一・一・一ル化合物から最
終的にメラニンが産生される（森1992；Soderha■et al．，1986）。ザリガニのproPO
活性化系はSG細胞の穎粒中に存在し、リボ多糖や6－1，3一グルカンによって脱穎粒
が起こり、穎粒が細胞外へ放出される（Johanson et al．，1985； Lanz et al．，1993）。
また、6－1，3一グルカンに6・1，3・グルカンbinding p■oteinが結合して穎粒細胞から脱
穎粒を引き起こし、proPO活性系が、細胞外へ漏出する系も存在する（Auvix et al．，
1990，1992）。さらに、放出されたproPO活性系のセリンプロテアーゼが6－1，3一グ
ルカンや：LPSによって活性化され、活性化セリンプロテアーゼがproPOを活性化
して、60kDaと62kDaの2種類の活性化POとし（Aspan et al．，1991）、活性化
Poはチロシンをメラニンへ変換する。このようなPOの活性化は、低濃度のカル
シウム（5mM）（Soderha■，1981；Soderha11，1984）や58℃、10分の加熱処理（Ashida
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et e1．，1984）によっても引き起こされる。 proPO活性化系の中闇産物であるキノン
や最終産物のメラニンがAphanomyces sppに対して毒性を持つとされている
（Soderhall et al．，1982）。また、血球の貧食活性、血液凝固ならびに脱顯粒をさら
に促進することも報告されている（Soderha■，1981；Smith et al．，1983a）。エビ類
やこれら以外の海産甲殻類についてもproPO活性化系の存在が認められている。
（Smith et al．， 1991）
レ・クチン
 レクチンは糖鎖を特異的に認識して結合あるいは架橋を形成するタンパク質で
あり、植物ウイルス、細菌から脊椎動物まであらゆる生物に存在する（lwanagaθ6
ヨZ，2005）。なかでもカルシウム要求性のCタイプレクチンは、外来微生物の糖鎖
を認識するため、生態防御に関与する重要なタンパク質である（Drickamer，1999）。
甲殻類においても、レクチンの生化学的解析が行われており、淡水産エビ
（Mai’erobi’aehium rosenbergn）のシアル酸特異的レクチンは非自己認識にかかわ
り、貧食や凝集反応を活性化している（Ratanapoθ’aZ，1990）。ブラックタイ』ガー
（Pellaθus monodon）の血清中のカルシウム依存的N・アセチルノイラミン酸
（N－Acetylneuraminic acid；NeuAc）特異的レクチンが細菌の凝集を引き起こすこ
と（Vazquez et a！．，1996）。クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）では、 N一アセチ
ルグルコサミン（N－Acetylglucosamine）特異的なレクチンがオプソニン化に関わっ
ている（Kondo et al．，1992）
 最近、函嶺認識ドメイン（carbohydfateTecognition domains；CRD）を有する抗
ウイルスレクチン様タンパク質、：LPS結合能を有するレクチンがブラックタイガ
ーでクローニングされた（：Luo et al．，2003， Zhallg et al，，2004）。
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抗微生物因子（Anti microbial peptide；AMP）
 抗微生物タンパク質（Anti microbial p eptide；AMP）は多くの生物から報告され
ており、微生物に対する初期生体防御に重要な役割を果たしていると考えられてい
る（Ep and et a1．，1999， Rao et al．，1995， Zasloff et al．，2002）。 AMPのデータベー
スには、2004年11月までに、約800種類以上のAMPが様々な生物から登録され
ている（bbcm．univtrieste．it／～tossi／search．htm）。抗菌ペプチドの多くは正電荷：に帯
電しており、細菌のみならずカビ、ウイルス、寄生虫など、広い抗微生物スペクト
ラムを有する（Boman et al．，2003，，Hancock et al．，2000）。これらのAMPは、異
なるアミノ酸配列を持っているにもかかわらず、多くは両親媒性の二次構造をとっ
ている。そのため、この構造がAMPとしての機能に重要であると考えられている
（Bulet et al， 2004）
ペナエジン
 ペナエジンは、Pacific white shrimp：Litopenaeus vannamei ［Destoumieux et
al．，1997］，で初めて発見された。ペナエジンのN末端には、システインリッチな領
域［Cystein－rich domein（CRD）］が、 C末端にはプロリンリッチな領域［ProlineTich
domein（PRD）］があり、5’側の非翻訳領域とリーダーシークエンスが特徴的な構造
である。生物間ではCRDやPRDが40％ほどの類似性であるのに対し、非翻訳
頷域とリーダーシークエンスはよりょく保存されている。Penaeidinはカビやグラ
ム陽性菌に対する抗菌活性を有しており、 the Atlantic white shrimp
Litopenaeus setiferus ［Cuthbertson， et al．， 2002］， the black tiger shyimp
Penaeus monodon ［Supungul et al， 20041 and the Chinese shrimp
：Fenneropenaeus chinensis［Kang et al．，2004］．などで報告されている。近年では
ペナエジンのデータベースが構築され、情報が蓄積されている。
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ALF
 Anti lipopolysaccharide factors［ALF］はカブトガニ（Tachypleus tridentatus、
：Limulus polyphemus）の血球から発見されて以来、エビ類にも存在することが
明らかにされた（Gross et al．，2001， Liu et al．，2005， Somboonwiwat et al．，2005）。
ALFは塩基性タンパク質で、LPS依存的な凝固システムを阻害し、グラム陽性菌、
グラム陰性菌、カビに対して抗菌活性を有する。3次元構造解析によると、ALF
のジスルフィド結合内にあるポジティブチャージの部分がLPSの両親瀬高のジ
スルフィド結合ループがリピドAに結合し、LPSの生物学的効果を阻害している
とされる。
 カブトガニ、カニ、エビのALFは2つのよく保存されたシステイン残基を有し、
よく保存された正電荷の残基をジスルフィド結合内に有している。この部分が抗心
生物に関与していることは疑いないが、その作用機構については未だ不明である。
クラスチン
 甲殻類の抗微生物因子についての報告は、ワタリガニ類のCarcinus maenasの
血球から分離された6．5kDaと11．5kDaのタンパク質が始まりである（Schnapp et
al．，1996）。11．5kDaのタンパク質は、システインが豊富な疎水性の分子で、穎粒
細胞の灯心中に存在している（Chisholm et al．，1992）。このタンパク質は、グラム
陽性菌に対する抗菌効果があり、後にCarcininと名づけられた（Smith et a1．，2001）。
 エビ類では、L． vannamei and L． setiferus ［Gross et a1．，2001， Bartlett et a1．，
2002，Vargas et al．，2004］のEST解析の結果、 Carcininと相同なタンパク質であ
るCrustinが報告された。以来、 CrustinやCrustin様タンパク質が同定され、 P．
monodon ［Supungul et al．， 2004］， ［Chen et al．， 2004］ an d ［Supungul et al．， 20e2］，
Marsupenaeus j aponicus ［Rattanachai et al．， 2004］， E chinensis ［Zhang et al．，
2007］， Homarus gammarus ［Hauton et al．， 2006］， Panulirus argus ［Stoss et al．，
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20041and Pacifastacus len．iusculus ［Jiravanichp aisa1 et al．，2006］などで報告さ
れている。
 CrastinはCarcinin同様、システイン残基re gionとWAP（whey acidic domein）
ドメインを有する。このWAP領域は、8システイン残基特定の領域にある50ア
ミノ酸モチーフである。WAPドメインは4つの分子内ジスルフィド結合で強固な
構造を保っている［GrUtter et al．，1988， Tsunemi et al．，1993】。 WAPドメインに
は多様な機能があり、タンパク質分解酵素阻害［Sa■enave et al．，2000】、抗微生物
活性［Shugars et al．，1999， Wiedow et al．，1998］などが報告されている。近年では、
シングルWAPドメインがL． vannamei and P． mollodonの血球のcDNAライブ
ラリーから特定され［Jim611ez et al．，2004］、 Vibrio algionolyticusの接種によって
mRNAの発現量が上昇することからSWDが生体防御と関連があることが示唆さ
れている。
RNA干渉
 RNAiは、二本鎖RNAによってその配列特異的にmRNAが分解され、その結
果遺伝子の発現が抑制される現象である。生体に動有されたdsRNAは、 RNase皿
ファミリーに属するDicerと呼ばれる酵素により、3ノ末端側に2塩基のオーバーリ
ンクを持つ21塩基のdsRNA（small interferi ng RNA ： siRNA）にプロセシングさせ
る（Elb ashir評論，2001）。このsiRNAと呼ばれる短い特徴的なRNAがRNAiに
よる配列特異的な遺伝子サイレンシングの開始物質となる。siRNAはRNA一ヌク
レアーゼ複合体（RNA induced silencing complex：RISC）の形成を誘導し、その
siRNA配列に相補的な配列を持つmRNAを選択的に分解する（Hammond砿証，
2000）．
RNAを介したサイレンシングを現象として最初に報告されたのは、1990年。植物
のカルコン合成酵素CHS遺伝子のコサプレッションであると思われる。 CHSは
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花の色の主要な成分であるアントシアニンを合成するために重要な働きをする酵
素として知られている。濃い花の色を作り出すために導入したCHS遺伝子によっ
て内在のCHS遺伝子の発現が抑制されて、逆にマダラに色が抜けたり、白い花が
できたりというこの不思議な現象は長い間その機構はわからなかった。この現象に
重要な鍵を与えたのが98年の線虫におけるdsRNAによるRNAiの報告（：Fire et al．，
2001）、および99年のコサプレッションを起こしている植物だけ25塩基前後の
小さなセンスおよびアンチセンスRNAが蓄積しているという報告であった。
 その後、RNAiは昆虫、植物、菌類、トリパノソーマ、ヒドラ、プラナリア、分
裂酵母、テトラヒメナなど様々な生物間で保存されていることが示唆されている。
長いdsRNAは哺乳類ではIFN応答として知られている非特異的効果を引き起こ
すため、当初、哺乳動物細胞への応用はむずかしいとされてきた。しかし、2001
年5月、Tuschlらのグループによって短い21塩基のdsRNAであるsiRNAを直
接導入する方法に改めてから、RNAiは哺乳類動物細胞にも適応可能となった。
RNAiの生物学的機能：植物では配列特異的なゲノム配列のメチル化、分裂酵母で
はピストンのメチル化、テトラヒメナではゲノムの欠失と再編に係ることが示唆さ
れている。（Dernburg et al．，2002）
 dsRNAのプロセシングに係るリボヌクレアーゼDicerは、まだ機能がわかって
いないPAZ（PIWI， ARGONATURE， ZWILLE）領域を持つ。 PAZはRNA結合能を
持つのでRNAを介して他のPAZ領域を持つタンパク質（ARGONATU［REファミ
リー）と相互作用し、また、RNAiの切断活性を担うRlscの形成を誘導すると考
えられている。
Toll－Like ：t’ecepto：r
 クルマエビ類のような無脊椎動物の生体防御系には、脊椎動物にみられる獲得免
疫は存在しない。そのため、無脊椎動物の感染防御には、自然免疫が重要である
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 （：Lokerθ’ヨZ，2004）。自然免疫は、パターン認識受容体（Pattern－recognition
receptor；PRR）によって、外来微生物の保存された分子パターン
（Pathogen－associated morecular pattern；PAMP）を認識することで活性化される
 （Hoffmann et al．， 1999）
 近年、To■やToll様受容体（Toll－like receptor；T：LR）が主要なPRPとして外
来微生物の認識に重要であることが明らかになってき（A短raθ’認，2001， A：kiraθ6
∂Z，2006，：Lemaitre et aZ，1996，Medzhitovθ’∂Z，1997）。 T：しRsは進化的に保存
されたトランスメンブレングリコプロテインである。細胞外に存在するleucin rich
repeat（LRR）で病原微生物の特異的分子群を認識した後、細胞内のTo■／1：L・1
receptor（TIR）領域を介して、シグナル伝達カスケードを活性化し、細胞性応答や
抗微生物因子の産生を促している（BoWie et al， 2000， Stetθ’∂エ，2005）。哺乳類で
は12種類のT：LRが特定されており、炎症性サイトカインやケモカイン、共刺激
分子や抗原提示の活性化を通じて抗微生物因子を誘導する（Akira et al，2006）。
 Tollはショウジョウバエで背走軸の決定に必要な遺伝子として発見された
（Anderson et aZ，1984）が、1996年には、真菌やグラム陽性菌に対する生体防御に
関わっていることが明らかにされた（：Lemaitreθ‘∂Z，1996， Rutsch皿an．n et al．，
2002）。また、最近では、ウイルスに対する抵抗性にも関与していることが明らか
にされた（Zambon et aZ，2005）。哺乳類と異なりショウジョウバエのToll（dTo■）
はPRPとしての機能は持っていない。dTollのリガンドはサイトカイン様分子のS
paetzleであり、 TubeやdMyD88やPe■eといった下流に位置するアダプター
分子を活性化する。Pelleの活性化によって、 IKBファミリーに属するアンキリン
リピートタンパク質であるCactusを分解する。 Cactusの分解によって、 Re1－type
NFKBタンパクが核に移行し、特異的な遺伝子の転写を活性化する（BelVin et a7．，
1996，：Lemaitre et a！．，1996， Takedaθ6認，2003）。ハエは、異物特異的なパター
ン認識タンパク質を有している。近年では、PRRがTo■経路やIMD経路の上流
lor
で重要であることが明らかにされている（Bischoffθ’認，2004， Michel et al，2001，
Choe et al， 2002， Takehana et al．， 2002， Takehana et al．， 2004）．
 一方で、エビ類では遺伝子解析の結果、ホワイトシュリンプ（L．vannamei）、
ウシエビ（P．monodon）、クルマエビ（M． japonicus）などでT：LRのホモログがクロ
ーニングされており構造解析が進められている（Yang et al．，2007，，Mekata et al．，
2008，， Arts et al．， 2007）
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第3節 ホワイトスポット病について
ホワイトスポット病
 ホワイトスポット病（white spot disease；WSD）は、1992年に台湾で始めて発生した
（Chou et al．，1995）。その後、すぐにアジア各国に広がりをみせ（Na：kano et a1．，1994）、
1990年代後半には太平洋を隔てたアメリカ大陸にも拡散して甚大な被害をもたらしてい
る（Dura：nd et al．，2000， Takahashi et a1．，1994）。試算によれば、ホワイトスポット病に
よる被害額は、発生当初から2001年までの累積でアジアで60億USドル以上、アメリカ
で10－20億USドルとされている（：Lightner，2003）。
本病は、white spot sy且drome virus（WSSV）によるウイルス性疾病である。 WSSVは
多くの野生のエビや、カニからも検出されており（Flegel et al．，1997， Lo et a1．，1996）、
強い病原性と広い宿主範囲を特徴とする。ひとたび本病が発生してしまうと、3－10日間で
全滅してしまうことがあるため被害が大きい（Lightner，1996）。
 当初、日本ではRV－PJ（rod・shap ed nuclear virus of Penaeus ／‘aρonicus）と呼ばれ
たが（lnouye et al．，1994）、その後、病名はPAV（penaeid acute Viremia）、原因ウイル
スはPRDV（penaeid rod・shaped DNA Virus）と再命名された（lnouye et al．，1996）。
現在、国際獣疫事務局（The World Organisation for Animal Health；OIE）では、病
名はWSD（white spot disease）、原因ウイルスはWSSV（white spot syndrome Virus）
に統一されている。
症状
 本病の流行は急激で、食欲減退、行動不活発なエビが現れ、死亡個体に気づいてか
ら数日以内に80％以上のエビが死亡する（Nakano et al．，1994）。外部病徴としては、
体色の赤変や槌色と外骨格への白点形成が認められる。本病は全身性の疾患で、ウイ
ルスは外骨格下クチクラ上皮をはじめとするリンパ様器官、造血組織など様々な中、外胚
葉起源の細胞核内で増殖し、核の肥大と角質の崩壊を引き起こす（Momoyama
                  17
et al．，1994）。末期には著しい血球数の減少と、血液凝固能の低下を示すとともに、ウ
イルスは血症を呈する（Momoyama et al．，1995）
wssv
WSSVのビリオンは、卵形～短桿状の形態をした二本鎖DNAウイルスである。ビリオン
はエンベロープに包まれており、大きさは275nm×120nmであり、Tai様部位を有して
いる。また、ヌクレオカプシドの大きさは、300nm×70nmである（Wongteerasup aya et
飢．，1995，Duralld et al．，1997）。ゲノムは二本鎖DNAでサイズは約300kbpで、約
180のORFから構成されている「Yang
et al。，2001， Van et al．，2001］。本ウイルスの分類学的位置はInternational
committee on Taxonomy of Viruses（ICTV）によって新規に設立されたNimaviridae
科  の  Whisp ovirus  属  に  分  類  さ れ  て  い  る
（http：／／phene．cpmc．columbia．edu．ffCTVdB／descindex．htm） ．
 本ウイルスに対する消毒剤などによる不活化効果がバイオアッセイ法により調べられて
おり、塩素剤1ppm 10分、ヨード剤2．5ppm 10分、30％エタノール1分、逆性石鹸
25ppm 10分、オキシダント0．62ppm 1分などでそれぞれ不活化される。また、活性維
持期間についても調べられており、一80℃で保存した場合、1～2年の活性低下は認めら
れず、海水中の遊離ウイルスは30℃で30日間、20℃で90日間活性が保たれた
（nakano et al．． 1998， Maeda et al．， 1998）．
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第2章．材料および方法
第1節 二本鎖RNAの作製
1－1．DNAテンプレートの作製
 二本鎖RNA合成用のDNAテンプレートの作製にはpEGFP 1（Becton，
Dickinson and Company， USA）を鋳型に用い、以下の条件でPCRを行った。反応
液には各チューブには1plのpEGFPをO．51pl、10×Takara Ex taq（5 unit／ml）を
0．5pl、10×Ex taq buffer（キットに付属）を5pt、 dNTP mixtureを4p1および、各
プライマーセット（100pmol／pl）（table 1）を0．5plずつ：PCRチューブに加えた。この
反応溶液をPCR thermal cycler MP（Biolad， o O）に供し、 table 1の条件でPCR反
応を行った。
1－2．電気泳動による産物の確認
 Agarose S（日本ジーン社）をTAE（4．84g Tris、1．142ml酢酸、0．149g EDTA・
2Na）中に1．0％となるように調整したゲルにPCR反応液50plと10×loading dye
6plを混合した後、ウエルに滴下して100Vで15分間電気泳動した。泳動産物は
トランスイルミネーターを用いて特異的PCR産物の有無を確認した。
1－3．アガロースゲルからのPCR産物の精製
 1－1で増幅されたDNA断片の精製にはTAKARA EASY TRAP ver．2を用い
た。2－2で泳動したPCR産物は、紫外線照射下で目的のDNA断片を確認し、
メスで切り出した。切り出したゲルは1．5ml微量遠心チューブに移し、重量を測定
した。ゲルの重量の3倍量のNal溶液を加え、55℃で5分間インキュベートし、
ゲルを完全に溶解させた。次いで、5plのガラスパウダーを溶液に加え、ボルテッ
クスを用いてよく混合した。室温で5分間静置した後、12，0001’pm、5秒間遠心分
19
離を行い、上清を除いた。ペレットには500plのWashing buffer（キットに添付）
を加え、ピペッティングでペレットを入念に洗浄し、12000rpn1、5秒間遠心分離i
した。再度、同様に洗浄操作を繰り返し、上清を除いた後に、100plの滅菌済み蒸
留水を加え、12，000i’pm、5秒間、室温で遠心し、上清を回収した。
1－4 PCR産物の濃縮
 1－3で回収した溶液に、10plの3M酢酸ナトリウム、0．5plのグリコーゲン
（20mg／m1）および250plの冷却99％エタノールを加え、ボルテックスミキサーを
用いて完全に撹挿した。次いで、氷上で5分間静置させた後、15000rpm、4℃で
10分間遠心分離し、ペレットを吸わないように慎重に上清を除去した。次いで、
このペレットに11n 1の75％エタノールを加え、軽く転倒混和した後に15，000rpm、
4℃で10分闇遠心分離し上清を除去した。遠心分離後のペレットは室温で5分間
乾燥させた後、IOplの滅菌蒸留水に溶解した。
1－5 一本鎖RNAの合成
 一本鎖RNAの合成にはT7 RiboMaxTM Express：Large Scale RNA Production
System（Promega， USA）を用いた。反応液には、2－4で精製した111gのセンス
鎖用DNAおよびアンチセンス無用DNAそれぞれに10plのRiboMAXTM Express
T72×Buffer（キット付属）、2plのEnzyme MIX， T7 Express（キット付属）を加え、
最後に最終容積20plになるようにRNase－free Water（キット付属）を加えた。この
溶液を37℃で30分間インキュベートし、一本鎖RNAを合成した。合成された一
本鎖RNAは、 TEで100倍希釈して濃度を測定した。
1－6 電気泳動による産物の確認
Agarose S（日本ジーン社）をDEPC水で調整したTAE（4．84gA ’briS、1．142m1／1
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酢酸、O．149gA EDTA・2Na O．5pg／mlエチジウムブロマイド）中に1．0％とな
るように調整したゲルに反応液2plと18plのRNA sample buffer、2plのRNA
loadong buffer（50％グリセロール、1mM EDTA、1mg／mlチジウムブロマイド）
を混合した後、65℃で10分間インキュベートし、ウエルに滴下して100Vで15
分間電気泳動した。泳動産物はトランスイルミネーターを用いて特異的PCR産物
の有無を確認した。
1－7 二本鎖RNAの合成
 2－5で産生した一本差RNA溶液をそれぞれ等量混合した。次いで、70℃で
10分間インキュベートした後、室温で20分間インキュベートし、一本鎖RNA同
士をアニーリングさせた。
1－8 電気泳動による産物の確認
 Agarose S（日本ジーン社）をTAE（4．84gA Tris、1．142m1／1酢酸、0。149gA
EDTA・2Na O．5pg／mlエチジウムブロマイド）中に1．0％となるように調整し
たゲルに、二本鎖RNA溶液5plと6×10ading dye lplを混合した後、ウエルに
滴下して100Vで15分間電気泳動した。泳動産物はトランスイルミネーターを用
いてRNAの純度を確認した。
1－9 二本鎖RNAの精製
 2－7でアニーリングさせた二本鎖RNA溶液に1unit／plのDNase（キット付属）
を2pl加え、37℃で15分問インキュベートし、溶液中のDNAを除去した。次い
で、二本鎖RNA溶液に等量のフェノール（pH4・5）：クロロホルム：イソアミルアルコ
ール（25：24：1）溶液を加えて、ボルテックスミキサーで1分間撹＃し、13500 rpm、
4℃で2分闇遠心分離した。遠心分離後の上層は、新しい1．5ml微量遠心チューブ
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に移し、等量のクロロホルム：イソアミルアルコール（24：1）溶液を加え、ボルテック
スミキサーを用いて1分間撹搾した後、再度13500rpm、4℃で2分間遠心分離し
た。遠心分離後の上清は、新しい1．5ml微量遠心チューブに移し、10分の1量の
酢酸ナトリウム（p且5．2）、等量のイソプロパノールを加えよく混合した。この溶液
は氷上で5分間冷却した後、13，500rpm、4℃で10分間遠心分離し、上清を除い
た。次いで、このペレットに1mlの75％エタノールを加え、軽く転倒混和した後
に、13，500rpm、4℃で10分闇遠心分離し、上清を除去した。遠心分離後のペレ
ットは室温で5分間乾燥させ、100plのRNase 一free Waterに溶解した。
1－10 電気泳動による産物の確認
 1－8に順じた。
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第2節ウイルス液の調製
2－1 ウイルス液の調製
 PCR法によってホワイトスポットウイルス強陽性のクルマエビを選択した。ホ
ワイトスポットウイルス陽性クルマエビは、頭胸部から中腸腺を除去し、PBSを
加えた後に、ホモジナイザーを用いて磨砕した。この磨砕液を3000rpm、4℃で
10分間遠心分離し、上清を0．45pmのフィルターでろ過した。この溶液は100pl
ずつ分注し、使用するまで一80℃で保存した。
2－2 二本鎖RNAの接種
 作成したEGFPをコードする二本鎖RNA、 Polyl：C（シグマ社製）および
PolyG：G（シグマ社製）を体重1gあたり1pgとなるようにクルマエビの第1、第2
腹節の間から接種した。接種後、60：L水槽（60cm×30cm×40cmに）移し、3日間飼
育した。また、飼育中の水温は24℃、塩分濃度は30～32pptとした。
2－3  感；染言式験：
 体重約2gの健康なクルマエビを用いた。3－2で算定したウイルス液をPBS
で107倍希釈し、第5、第6腹節の間から50plずつ接種した。接種後60L水槽
（60cm×30cm×40cmに）移し、14日間飼育して死亡数と死亡率の推移を観察した。
2；3
第3節real・time PCR法によるホワイトスポットウイルスコピー数
の定量
3－1 リアルタイムPCR用標準プラスミドの作製
 2－1で抽出したホワイトスポットウイルスのDNAを鋳型に、以下の条件で
PCRを行い、ターゲットDNAを増幅した。ターゲットDNAはウイルスのエンベ
ロープタンパク質であるVP28の塩基配列とした。反応液にはウイルス液をlpl、
10×Takara Ex taq（5 unit／ml）をO．5p1、10×Ex taq buffer（キットに付属）を5111、
dNTP mixtureを4Ptおよび、各プライマーセット（100pmol／pl）（table2）を0．5P．1
ずつPCRチューブに加えた。この反応溶液をPCR thermal cycler MP（Biolad，
US）に供し、 table 1の条件でPCR反応を行った。
3－2 ターゲットDNAの精製
 1－1で増幅されたDNA断片の精製にはTA：KARA EASY TRAP ver．2を用い
た。2－2で泳動したPCR産物は、紫外線照射下で目的のDNA断片を確認し、
メスで切り出した。切り出したゲルは1．5ml微量遠心チューブに移し、重量を測定
した。ゲルの重量の3倍量のNal溶液を加え、55℃で5分間インキュベートし、
ゲルを完全に溶解させた。次いで、5plのガラスパウダーを溶液に加え、ボルテッ
クスを用いてよく混合した。室温で5分間静置した後、12，000rpm、5秒間遠心分
離を行い、上清を除いた。ペレットには500plのWashing buffer（キットに添付）
を加え、ピペッティングでペレットを入念に洗浄し、12000rpm、5秒間遠心分離
した。再度、同様に洗浄操作を繰り返し、上清を除いた後に、10p．1の滅菌済み蒸
留水を加え、12，000rpm、5秒間、室温で遠心し、上清を回収した。
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3－3 DNA断片のプラスミドベクターへのうイゲーション
 3－2で調整したDNA断片を25ng／plとなるように滅菌蒸留水で希釈し、2．5pl
を0．6ml微量遠心チューブに入れた。次いで、0．5pl（25ng）のpGEM－T easy vector
（Promega， USA）、2．5plのLigation High（東洋紡社製）を加え、よく混合した後に
4℃で一晩インキュベートした。
3－4 コンピテント細胞の作製
 コンピテント細胞の作製は、塩化カルシウム法（Sambrook et al．，1989）で行った。
大腸菌JM 109株を2×YT寒天培地（1．6％トリプトン、1％イーストエキストラク
ト、0．5％NaCl、1．5％ Agar）に撒き、37℃で一晩培養した。培養後、単一のコ
ロニーを選択し、2×YT液体培地（1．6％トリプトン、1％イーストエキストラクト、
0．5％NaCl）に唾壷し、37℃で5時間培養した。その後、培養液は1．5ml微量遠心
チューブに移し、5，000rpm、4℃で5分間遠心分離して集歯した後上清を除去した。
次いで、4℃に冷却しておいた1mlの形質転換用バッファー（0．5％glucose、10mM
3・Morpholinoprop anesulfonic acid、75mM Cac12）を加え緩やかに懸濁した。次い
で、5，000rpm、4℃で5分閻遠心分離し、上清を除いた後に200plの15％グリセ
ロールを含む形質転換用バッファーを加えて菌を懸濁し、・80℃で保存した。
3－5 形質転換
 ・80℃で保存しておいたコンピテント細胞を氷上で融解し、上で調整したライゲ
ーション産物を10pl加えた。氷上で30分間インキュベートした後、42℃で45秒
間インキュベートし、氷上で5分間冷却した。その後、37℃に保温しておいた1ml
のSOC培地（2％triptone、0．5％yeast extract、10mM NaCl、2．5mM：KCI、20mM
glusose、0．1M MgC12、 O． IM MgSO4）を加えて混合し、37℃で1時間培養した。培
養液は5，000rpm、室温で5分間遠心分離した後、9］DOpl 上清を除き、残りの菌
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液をAX寒天平板培地（1．6％trypton、1％yeast extract、0．5％NaCl、1．5％Agar、
isopropyltio・6－D－galactoside（終濃度8pg／ml）、5－Bromo・4－chloro－3－indolyl－6－D
galactoside（終濃度100pg／ml））に塗抹し、37℃で16時間培養した。
3－6 プラスミドDNAの抽出
 3－5で得られた白コロニーを白金耳で掻きとり、アンピシリン（100pg／ml）を添
加した3mlの2×YT液体培地に植高した後、37℃で一晩振盈培養した。次いで、
培養液を1．5ml微量遠心チューブに移し、5000rpm、室温で5分間遠心分離した。
上清を除き、100plのSolution 1（50mM グルコース、25mM Tris－HCI［pH8．0］、
10mM EDTA）を加え、ボルテックスミキサーを用いて撹航した。次いで、200pl
のSolution II（2％SDS、0．4N NaOH）を加えて穏やかに転倒混和した後、室温で
10分間静置した。静置後、150p1のsolution皿【3M酢酸ナトリウム、5M酢酸】
を加えて静かに混合した。次いで、12，000xpm、4℃で10分間遠心分離を行い、
上層を新しい1．5ml微量遠心チューブに移した。この溶液に等量のPCI（フェノー
ル：クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）を加え、ボルテックスミキサ
ーを用いて激しく龍神後、12，000 rpm、室温で10分間遠心分離した。遠心分離後
の上層は新しい1，5ml微量遠心チューブに移し、500plのイソプロパノールを加え
た。この溶液は氷上で5分間冷却した後、12，000rpm、4℃で10分間遠心分離し、
上清を除いた。次いで、このペレットに1mlの75％エタノールを加え、軽く転倒
混和した後に、12，000rpm、4℃で10分間遠心分離し、上清を除いた。続いて、
50p1の滅菌蒸留水と2plのRNase（10mg／ml）を加え、37℃で1時間インキュベー
トし50P1の20％ポリエチレングリコール6，000（2．5M NaClを含む）を加え、氷上
で1時間冷却した。次いで、14，000rpm、4℃で10分間遠心分離iを行い、上清を
除去した。遠心分離後のペレットに1mlの75％エタノールを加え、穏やかに転倒
混和し、14，000rpm、4℃で10分間遠心分離し、上清を除いた。遠心分離後のぺ
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レットは室温で5分間乾燥させ、30111の滅菌蒸留水に溶解した。
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第4節 二本鎖RNA接種後のクルマエビ各組織の遺伝子発現解析
4－1 二本鎖RNAの接種
 体重約20gの健康なクルマエビを用いた。第2章で作成したEGFPをコードす
る二本鎖RNA、 PolyC：G（シグマ社製）およびPolyG：Gを体重1gあたりlpgとな
るようにクルマエビの第1、第2腹節の間から接種した。接種後、60L水槽
（60cm×30cm×40cm）に移し、3日間飼育した。また、飼育中の水温は24℃、塩分
濃度は30～32pptとした。
4－2 各組織のサンプリング
4－2－1 血球のサンプリング
 2．5mlシリンジ（TERUMO社）に抗凝固剤（27mMクエン酸ナトリウム、336mM
塩化ナトリウム、115mMグルコース、9mM EDTA・2Na）を1m1満たし、クル
マエビ血体腔より1mlの血リンパを採血した。次いで、3000rpm、4℃で10分間
遠心分離を行い、血清と血球を分離し血清を除去した。得られた血球は、PBSで
洗浄した後にRNAiso（TAKARA）1ml中に懸濁し、一80℃で保存した。
4－2－2中腸腺のサンプリング
 4－2－1で用いたクルマエビの頭胸部から中腸腺を摘出し、50mgとなるよう
に解剖ハサミで細かく刻んだ。次いで、摘出した中腸腺をPBSで洗浄した後、
RNAiso（TAKARA）11nl中で磨砕し、・80℃で保存した。
4－2－3リンパ様器官のサンプリング
 3－2－1で用いたクルマエビの頭胸部からリンパ様器官を摘出し、全量を
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PBSで洗浄した後、 RNAiso（TAKARA）1m．1中で磨訂し、・80℃で保存した。
4－3全RNAの抽出
 4－2でRNAiso中に保存した各組織はホモジナイザーを用いて細胞を磨派し、
5分間室温で静置した。次にクロロホルムを200pl加え、ボルテックスミキサーを
用いて激しく撹搾し、3分間室温に静置した後に15，000rpm、4℃で10分間遠心
分離した。遠心分離後の上層は、新しい微量遠心チューブに移し、クロロホルム・
イソアミルアルコール（24：1）混合液を500111加え、撹枠した後、15，000rpm、4℃
で10分間遠心分離し、再度上層を新しい1．5ml微量遠心チューブに移した。次い
で、等量のイソプロピルアルコールを加え、10分間室温に静置し、15，000rpm、4℃
で10分間遠心分離し、ペレットが剥れないよう慎重に上清を除去した。次いで、
このペレットに1m1の75％エタノールを加え、軽く転倒混和した後に10，000r，pM、
4℃で5分間遠心分離し、上清を除去した。遠心分離後のペレットは、室温で5分
間乾燥させた後にDEPC水を加えて完全に溶解した。溶解した全RNAはTEで
35倍希釈し、吸光光度計GeneQuant（Amersham Biosciences）を用いて濃度を測
定した。
4－4．AA・dUTP標識cDNAの合成
 クルマエビ各組織のcDNAの合成には、：LabelStar array kit（QIAGEN，
Germany）を用いた。1－2で抽出したクルマエビ各組織の全RNAは、 DEPC水
で1pg／plとなるように希釈した後、20plをPCRチューブに移した。その後、65℃
で5分間インキュベートし、すぐに氷上で冷却した。ここで、1サンプルあたり
12p．1のRNase一食ee water、5．Oglの10xbuffer RT、5plのdNTP Mix十AAdUTP、
oligo・dT primer、0．5plのRNase inhibitor（40U／pl）および2．5111のLabelstar
reverse taranscriptaseとなるようにPremixを作製した。このPremixを30plず
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つ先ほどのPCRチューブに加え、37℃で2時間インキュベートして、 AA－dUTP
標識cDNAの合成を行った。反応終了後、2泌のStop solution：LSを加え、ピペ
ッティングでしっかり撹話した。
4－5AA－dUTP標識cD NAの精製
 AA－dUTP標識cDNAの精製には、 Labelstar Array：Kit Cleanup
Module（QIAGEN， Germany）を用いた。 AA－dUTP標識cDNA溶液に260plの
Buffer PBを加え、ボルテックスミキサーを用いてよく撹絆し、 Spin column（キ
ット付属）に移した。次いで、13，500rpm、室温で1分間遠心分離し、コレクショ
ンチューブ中の濾液を捨てた。遠心分離後のSpin columnには750111のBuf旧er PE
を加え、13，500rpm、4℃で1分間遠心分離し、コレクションチューブ中の濾液を
捨てた。再び13，500rpm、1分間、4℃で遠心し、 Spin clumnのメンブレンを完全
に乾燥させた。遠心分離後のSpin columnは、新しい1．5ml微量遠心チューブに
セットし、50plのBuffer EBを加え、1分問、室温で静置した。そして、13，500rpm、
10分間、4℃で遠心分離し、再度50plのBuf6er EBを加え遠心分離し、メンブレ
ンに捕捉されたAA・dUTP標識cDNAを1．5ml微量遠心チューブ中に回収した。
4－6AA－dUTP標識cDNAの濃縮
 4－4で回収したAA・dUTP標識cDNA溶液に、101ilの3M酢酸ナトリウム、
0．5plのグリコーゲン（20mg／ml）および250plの冷却99％エタノールを加え、ボル
テックスミキサーを用いて完全に撹比した。次いで、一80℃で20分間静置させた後、
15，000rpm、4℃で30分間遠心分離し、ペレットを吸わないように慎重に上清を
除去した。次いで、このペレットに1mlの75％エタノールを加え、軽く転倒混
和した後に15，000rpm、4℃で10分間遠心分離し、上清を除去した。遠心分離後
のペレットは、室温で5分間乾燥させた。
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4－7 AA－dUTPとCyDyeのカップリング反応
 これ以降の操作は遮光下で行った。1－5で乾燥させたクルマエビ各組織由来の
AA・dUTP標識cDNAに9plのO．2M Sodium bicarbonate buffer（p且8．5～9）を加
え、ボルテックスを用いて完全に溶解させた。その後、PBSを接種したクルマエ
ビのAA－dUTP標識cDNAおよび二本鎖RNAを接種したクルマエビのAA・dUTP
標識cDNAにはそれぞれlplのCy3およびCy 5を加え、室温で1時間静置した。
この間、15分後ごとに30秒ずつボルテックスミキサーで撹画し、カップリング反
応行った。
4－8 Cy3／Cy5標識cDNAプローブの精製
 cy3／Cy5標識cDNAプローブの精製には、 Labelstar cleanup module（Qiagen，
Germany）を使用した。カップリング反応液に40plの滅菌蒸留水を加え、全量を
50plとした。ここに260plのBuffer PBを加え、ボルテックスミキサーを用いて
完全に撹掬した。この溶液をSspin column（キット付属）に移し、13，500rpm、4℃
で1分間遠心分離した。コレクションチューブ中の濾液を捨て、Spin columnに
750p1のBuffer：LSを加え、13，500rpm、4℃で1分間遠心分離iした。コレクショ
ンチューブ中の濾液を捨て、750plのBuffer PEを加えて13，500rpm、4℃で1分
間遠心分離し、コレクションチューブ中の濾液を捨て、再び13，500rpm、1分間、
4℃で遠心し、メンブレンを完全に乾燥させた。その後、Spin culmunを新しい
1．5ml微量遠心チューブに移し、11plのBuffer EBを加え、室温で1分間静置し
た。13，500rpm、4℃で1分間遠心分離し、再び10plのBuffer EBを加え、室温
で1分間静置した後に13，500rpm、1分間、4℃で遠心し、合計21111のCy dye標
識cDNA溶液を得た。
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4－9 ハイブリダイゼーション
 0．6mlマイクロチューブに各2 1ptlのクルマエビ組織由来のCy3およびCy5標識
cDNA溶液、25plの20×SSC（3M：塩化ナトリウム、0．3Mクエン酸三ナトリウム
配水和物）、5plの10％SDSおよび8plの50×Debhardt溶液を入れ、95℃で2分
間インキュベートした。直後に氷上で急冷し、10plのPoly Aと10plのホルムア
ミドを加え、ハイブリダイゼーション溶液とした。この溶液を42℃で5分間イン
キュベートし、cDNAマイクロアレイのパッケージアレイ上の注入口から100pl
のハイブリダイゼーション溶液を注入した。注入口には蓋シール（パッケージアレ
イ付属）をしっかりと貼り付け、42℃で18時間インキュベートした。
4－10 cDNAマイクロアレイの洗浄
 3－7のインキュベート終了後、ピンセットを用いて丁寧にパッケージアレイの
蓋シールをはがして注入口から液体貯蔵部のハイブリダイゼーション液を吸出し、
100PlのSSC－0．1％SDSを注入した。パッケージアレイのチャンバーをはがし、
予め30℃に加温した5xSSC－O．1％SDSを満たしたコプリンジャーにスライドグラ
スを浸し、30℃で10分間静置した。スライドグラスを静かに10回上下に振とう
し、30℃に加温した0．5×SSCを満たしたコプリンジャーに移し、30℃で2分間静
置した。スライドグラスを10回上下に振とうし、30℃に加温した新しい
0．5×SSCD．Ol％Tween 20を満たしたコプリンジャーに移し、室温で10回上下に
振とうした。続いて、スライドグラスを50mlコーニングチューブに入れ、1500rpm、
5分間、室温で遠心し、スライドグラス上の水滴を落とした。その後、スライドグ
ラスは遮光ボックスに入れ、室温で20分間乾燥させた。
4－11 蛍光画像のスキャンニングおよびデータ解析
32
画像のスキャンニングにはGenePix4000B（Axon instruments， USA）を使用した。
また、取り込まれた画像解析にはGenePix Pro ver6．0を使用した。シグナル強度
がネガティブコントロール遺伝子およびバックグランドより弱いスポットは解析
対象から除外した。
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第3章 結果および考察
 本試験では、二本鎖RNAの有効性を確認するためにホワイトスポットウイルス
を用いて感染試験を行った。二本鎖RNAのアナログとしては、哺乳類のインター
フェロン誘導剤として使用されているPoly ICおよびPoly CG、GFPを使用した。
各二本鎖RNAはクルマこ〔ビ体重lgあたりlpgとなるように筋肉中に注射し、3
日後にホワイトスポットウイルスを用いて感染試験を用いて感染試験を行った。
 第1回目の感染試験における各区の累積死亡率は、PBS接種区が85％であった
のに対し、Poly lC接種区が65％、 polyCG接種区が40％となり、二本鎖RNA接
種区は対照区に比べて低い累積死亡率を示した。
 また、第2回目の感染試験における各区の累積死亡率はPBS接種区が81％であ
ったのに対し、Poly IC接種区が75％、 polyCG接種区が71％、GFP接種区が56％
となり、第1回目の試験と同様に二本鎖RNA接種区は対照区に比べて低い累積死
亡率を示した。
 このことから、二本鎖RNAはクルマエビにホワイトスポットウイルス抵抗性を
誘導することが示唆された。
二本鎖RNAは、哺乳類にインターフェロンを誘導しウイルス抵抗性を誘導する
ことが知られている。しかしながら、クルマエビ類にはインターフェロンが存在せ
ず、このウイルス抵抗性がどのような機構でもたらされるのかは明らかにされてい
ない。
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